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Beschreibung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Mittel 
zur selektrven Adsorption von Biopolymeren aus einem 
Gemisch von Biopolymeren an ein tragergebundenes 
Material ein Verfahren zur HersteDung des erfindungs- 
gemaBen Mittels sowie seine Verwendung. 

In der moiekularbiologischen Laborpraxis, biotech- 
nologischen Verfahrensanwendung und in der medizini- 
schen Diagnostik stellt sich haufig das Problem, daB aus 
einem Gemisch unterschiedlichster Trfolekule eine be- 
rtimmte Stoffklasse wie Nukleinsauren oder Proteine 
Isoliert werden solL Bekannt sind Verfahren, die sich in 
ihrem methodischen Aufwand sowie in der erzielbaren 
Reinheit des isolierten Stoffes betrachtlich unterschei- 
den. So liefert zum Beispiel die Saulenchromatographie 
mit lonenaustauschern in der Regel hochgereimgte 
Fraktionen. Diese Reinigungsverfahren bedurfen aber 
eines groDen methodischen und apparativen Aufwands 
(zum Beispiel HPLC-Apparaturen). 1st die Reimgung 
einer Vielzahl separater Proben notwendig, wie oei- 
spielsweise bei der DNS-Analyse rekombinanter Bakte- 
rienklone, DNS-Analysen von Gewebeproben in der 
medizinischen Diagnostik und automatisierte Nuklein- 
saureisolierung. wird eine derartig? Methodik zu auf- 
wendig. Hinzu kommt daB die mehrmalige Verwen- 
dung einer Saule fur die Reinigung verschiedener Pra- 
parate zu Kontaminationen fuhrt die gerade im biolo- 
gisch/medizinischen Bereich hdchst unerwGnschtsind 

Die DE-OS 24 29 196 betrifft mit Cyanogenbromid 
chemisch modiraiene anorganische Materialien. Dieses 
aktivierte Material bindet Peptide und Proteine vor- 
t^gsweise uber Aminogruppen kovalent und irreversi- 

bel. u . . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es. ein Mittel 
bereitzustelleadas die einfache Vorbereitung und Wei- 
tcrverarbeitung von Proben gewahrleistet wobei die 
Proben Biopolymere. insbesondere Nukleinsaure und/ 
oder Proteine enthalten. . 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB geiost durch em 
Mittel. bestehend aus 

a) einem flachenhaften festen Trager, 

b) einer Klebstoffschicht und 

c) einem Material das die Biopolymeren reversibel 
adsorbiert 



Der mit dem Material gemaB DE-OS 24 29 196 emel- 
te Zwcck umerscheidet sich von dem crfindungsgema- 
Ben gravicrend. Wahrend gemaB der Erfmdung Biopo- 
lymere selektiv und reversibel adsorbiert werden. ein- 
mal urn sie aus dem Gemisch zu entfernen. zum anderen 
um an ihnen Reaktionen durchzufuhrcn, wird bei dem 
Material gemaB der DE-OS 24 29 196 bezweckt Biopo- 
lymere. wie Enzyme, kovalent und irreversibel zu bin- 
e'en, um mil diesen Moiekuicn Reaktionen an Subsira- 
ten.die in einer Losung die immobilisierten Biopolyme- 
ren passieren, aus/ufuhrcn. Ublicherweise werden sol- 
che Materialien in Saulen oder Behaltcr gefullt und 
dann entweder im DurchfluBverfahren oder im 
"Batcrf-Vcrfahren mit den umzusctzenden Substraten 
in VerbindunggebrachL 

Der Klebstoff fixiert das die Biopolymeren adsorbie* 
rende Material (Adsorbentien) aut flachigen Tragerma- 
tcrialien. Die Fixiening der Adsorbentien erfolgt durch 
einen Klebstoff, vorzugsweise einen Schmelzkleber auf 
der Basis von Polypropylen und Pojybutylen. welcher 
vorher auf die entsprechende ObcrflSche aufgebracht 



wird Als besonders geeignet haben sich thermoplasti- 
sche Klebstoffe, zum Beispiel ein amorphes alpha-Ole- 
rtn-Copolymer (Vestoplast®-508), erwiesen, da sie tecb- 
nisch leicht zu verarbeiten sind, die Fcderung in chenu- 
5 scher Hinsicht u- schiedlichster Partikel gestatten 
und aufgrund der Jnloslichkeit in waBrigen Losungen 
nicfat zu Kontaminationen der Probe fuhren. Die erfin-. 
dungsgemaB eingesetzten Klebstoffe konnen durch Er- 
hitzen verflQssigt werden und entwickeln erst dann Dire 
, 0 klebenden Eigenschaften- Die Temperatur der Thenno- 
behandlung des KlebstofTes liegt zwischen 60 und 
180°C vorzugsweise bei 70 bis 120°C Der Klebstoff 
wird zum Auftragen auf den festen flachenhaften Tra- 
ger in Form eines einseitig oder zweiseitlg offenen Be- 
15 halters (ReakrionsgefaB. Schlauch und ahnliches) zu- 
nachst in Chloroform oder Methylenchlond geiost oder 
suspendiert (0.05 bis Op g/mi vorzugsweise 0,1 bis 03 
g/ml Chloroform oder Methylenchlond). Danach gibt 
man diese Suspension in das GefaB. Aufgrund der 
20 Wechselwirkungen zwischen Klebstoff und GefaBwand 
wird die GefaSwandung mit Klebstoff beschichtet. 
Dann dekanticn man die aberschussige Suspension ab. 

Die jeweiligen Adsorbentien werden aufgetragen, im 
einfachsten Fall durch Bestreuen oer GefaBwand und 
25 bei einer Temperatur von 60 bis 1 80° C. vorzugsweise 70 
bis 120°C prozessiert, so daB die Adsorbentien vermit- 
tels Klebstoff an der GefaBwand haften. Dabei ist es 
gleichgultig. aus welchem Material das Adsorbens be- 
steht Es konnen sowohl oberriachenmodifizierte Mate- 
30 rialien auf der Basis von Kieselgel, Aluminiumoxid, Ti- 
tanoxid. Agarose, Cellulose. Hydroxylapatit, Acrylamid 
und andere unlosliche Adsorbentien eingesetzt werden. 
Die Art der Oberflachenmodifizierung spielt dabei 
ebenfalls kein* Rolle; lonenaustauschergruppen enthal- 
35 tende Adsorbentien konnen ebenso verwendet werden 
wie beispielswcise Affinitatsadsorbentien oder Chelat- 
bildner. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren lixier- 
ten Adsorbentien stellen eine grundsatzlich neue An* 
40 wendungsform dar und bieten die Mdglichkeit neuer 
und im Vergleich zur ublichen Methodik einfacherer 
Verfahren. Das fixierte adsorbierende Material wird le- 
diglich mit einer die zu trennenden Substanzen enthal- 
tenden Losung Oberschichtet und eine bestimmte Zeit 
45 inkubiert In Abhangigkeit von den Ldsungsbedmgun- 
gen binden bestimmte Molekiile aufgrund unterschiedli- 
cher Wechselwirkungen reversibel an chemische Grup- 
pen des Adsorbens. Nach der Bindung wird die verbhe- 
bene Losung dekantiert. In einem Vaschvorgang wird 
so durch erneutes Oberschichten und Dekantieren das Ad- 
sorbens von unspezifisch gebundenen und abzutrennen- 
den Substanzrn gereinigt. In einem abschlieBenden Elu- 
tionsschritt wird eine Losung zugesetzt die zur Freiset- 
zung der gebundenen MolekQle f OhrL 
55 Als Adsorbentien kommen Materialien wie syntheti- 

suhc. urgaimtTic unu anufganisCiic rOiym€rc. *vrcS«»ge», 

Aluminiumoxid. Titanoxid. Cellulose. Agarose. Hydrox- 
ylapatit. Acrylamid und andere unlosliche Adsorbentien 
in Betracht. wobei diese Materialien meist oberflachlich 
eo modifiziert sind. Vorzugsweise kann die ModifiXation 
aus chemischen Gruppen bestehen, die lonenaustau- 
schergruppen aufweisen oder die Moglichkeit zur Im- 
mobilisierung von AffinitUtsliganden besitzen oder be^ 
reits mit Affinit&tsliganden beladene Adsorbentien sind. 
es In einer wetleren bevorzugten AusfUhrungsform ist die 
Obcrflache des Tragermaterials mit Chelatbildnern mo- 
difiziert 

Auch sogenannte "reversed phase"-Materialien k6n- 
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nen fur bestimmte Applikationen wie Entfermmg von 
SdroohobenBestandteUen cmes Geinischesverwendet 
5?dei Besonders bevorzugt sind Adsorbents die 
bekannt rind aus DE-OS 32 11 309 sowie m der dent- 
scben Patentanmeldung der Anmeloenn^ P 36 27 OS s 
vorgescblagen werden. Die PartikelgrSfle betragt 1pm 
bb 2 mm. Die PorengrSBe betragt 5,0 bis 2500 nm. vor- 
^gsweiselSO nm.Das in Form von Partikelnvorbegen- 
defoberflacnlicb modifizierte Adsorbens 
beschrieben, mittels eines thermoplascscben Klebstoffs 10 
an den flachenbaften festen Trager gebunden. der aus 
organischem und/ oder anorganisctaem Material be- 
steht. Der flachenhafte Trager kann m bevoraigten 
Ausfuhrungsformen bestehen aus Fohen. FUtem, 
Schlauchen. GefaBen oder Platten aus Kunsistoffen, ,5 
Glas. Keramik etc. Weitere bevorzugte Ausfuhrungs- 
fonnen des erfindungsgemaBen Mittels sind Arbeitsge- 
rStschaften wie ReaktionsgefaBe aus Kunststoff. z. b. 
Mikrozentrifugenrohrchen (Eppendorf- Reaktionsgefa- 
Be) Pipetten^pitzen, Objekttrager. Mikronterplatten. 20 
KanOien. Nyionfilter und ahntichcs. _ 

Der Anwendungsbereich des erfindungsgemaBen 
Verfahrens ist auBerordentlich breit Beispielhaft seien 
genannt: Plasmidpraparationen. Isolierung langketuger. 
chromosomaler DNS aus unterschiedlichsten QueJen. 25 
Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren unter- 
schiedlichster Provenienz sowie Immobilisienmg von 
Proteinen. insbesondere Immunoglobulins sowie Rei- 
nigung von spezifischen Antigenen durch Affimtatsad- 
sorption. AuBerdem ist es mOglich. das erfindungsgema 
Be Mittel zur a '-arptiven Immobilisierung von Biopoly- 
meren zu verwenden. um diese einer chemischen Modi- 
nzierungsreaktion zu unterziehen. So kdnnen beispiels- 
weise Nukleinsauren in adsorbienem Zustand nut Enzy- 
men beispielsweise Restriktion«nzymen benandelt 35 
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Beispiel 1 



werdea Auch eine Behandlung mil Polymerase!! sowie 
radioaktive Markicrung mittels Nicktranslauonen. End- 
markierungen mit Klenow-Polymerasen. Methylierun- 
gen Phosphatasebehandlungen und ahnlichen Reaktio- 
nen der Nukleinsaurebiochemie sind mil dem erfm- 40 
dungsgemaBen Mittel in Qberraschend emfacher Weise 
m6glich. Mit dem erfindungsgemaBen Mittel gehngt es, 
einen partiellen Nukleinsaureabbau reproduzierbar zu 
erreichen.ohne zunachst eine aufwendige Enzymkinetik 
erstellen zu mussen um die Abbaureakiion zu emem 45 
besiimmten Zeitpunkt zu stoppen. Oberraschenderwei- 
se stoppi namlich der Nukleinsaureabbau in rcprodu- 
zierbarer Weise nach einer gewissen Anzahl von Re- 
striktionsschnitten. Damn entfallt die muhsame Vorge- 
hensweise. die bei Anwendung herkdmmlicher Metno- 50 
den zwingend erforderlich ist. Das Verfahren ist Gegen- 
stand einer gieichzeitig mit dieser Paten tanmeldung ein- 
gereichten Patentanmeldung. 

Es ist auch moglich. zuerst ein Biopolymer. das eine 
eewisse Affinitat zu anderen Biopolymeren aufweist. an 55 

b , . . tt 1-- a j.~-w-«» i*»*fr*cb;h£!ef£n. wo- 

nach dann das eigcmhch zu untersuchende oder gewin- 
nende Biopolymere in Form eines Sekundarkomplexes 
an den primaren Komplcx gebunden wird. So weist zum 
Beispiel Protein A eine starke Affinitat zu Immunglobu- 60 
linen (IgG) auf, lmmobilisiert man also Protein A aft 
dem Biopolymere a<korbierenden=Material,wird man in 
die Ugc Vetsetzt, die IgG-Fraktion aus einer Probe 
selektiv zu adsorbieren. . . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 65 
naher erlautert. 



Die Kopplung der Partikel an den festen Oachenhaf- 
ten Trager erfolgt mit einm amorphen Olefin-Copoly- 
mer zur HersteUung von SchmelzkJebern (Vestoplast*- 

5 °Um das ReaktionsgefaB mit einer einheitlich dicken 
Schicht ven etwa 20 um mit dem Klebstoff zu bescbicb- 
tea wird zunachst das amorphe 01efin-Copol> net ^ zur 
HersteUung von Schmelzklebem CVestopIas^508) in 
Qorofonn suspendiert (0,15 g/mJ), so dafl etne koUoida- 
le Suspension entstehL Diese Klebstoffsuspension wird 
in das ReaktionsgefaB gegeben und sofort wieder oe- 
kantiert Aufgrund der Wechselwkkungen z^cben 
dem Material des entsprechenden festen flachenbaften 
Tragers und dem Klebstoff verbleibt ein dunner Fdm an 
der Innetrwandung des GefaBes. Durch Unterdruck (5 
Minuten im Exsikkator) wird anschheBend das Chloro- 
form entfemt Die zu fixierenden P^^nFAETo 
Anionenaustauscher wie Fractogel TSK DEAE' 6 ^ 
Tn E enau«a^»scher t vorgeschlagen in der deutschen Pa- 
tentanmeldung P 36 39 9493 und bekannt aus DE-OS 
32 U 309. mit PartikelgroBen von 50 bis 1000 jtm und 
Durchmesser der Poren mit dem 1- bis 20-fachen des 
Durchmessers des zu trennenden Molekuls werden in 
das GefaB gefullt, welches anschheBend auf ca. 74 U 
erhitzt wird und d^oei seine klebenden Eigenschaften 
entwickelt Nach dem Abkuhlen werden mcht Tixierte 
Partikel mittels Druckluft durch Wegblasen entf ernt. 

Beispiel 2 _ 

Mit dem amorphen Olefm-Copolymer zur Herstel- 
lung von Schmelzklebem (Vestoplast®-508) kompatible 
Folien konnen direkt beschichtet werden. indem der 
thermisch verflussigte Klebstoff aufgetragen wird und 
mittels einer Roll- oder Schlitzrakel ein homogener Film 
der jeweils gewQnschten Schichtdicke aufgezogen wird. 
Die Fixierung erfolgt auch in dieses Fall durch Erwar- 
mung des Klebers in Gegenwart der Partikel. 
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Beispiel 3 

Kanulen und Pipettierspitzen werden beschichtet, in- 
dem die Klebstoffsuspension eingezogen. sofort wieder 
herausgedruckt und nach Einfullen der jeweihgen Parti- 
kel zum Beispiel gemaB der deutschen Patentanmel- 
dung P 36 39 9493. DE-OS 32 J 1 309 oder anderer 
lonenaustauscher erhitzt wird Ungebundene Partikel 
werden mittels Druckluft durch Wegblasen entf ernt 

GemaB den Beispielen 1 bis 3 kdnnen die folgenden 
Materialien zur HersteUung des erfindungsgemaBen 
Mittels eingesetzt werden: lonenaustauscher auf Silica- 
gel-/Agarose-/Acrylamid-/Cellulose-Basis. wie DE-52 
und TSK DEAE-650. Das Material muB mit Wasser und 
ArPtrm ynrhpr gpwacrhen und im Vakuum getrocknet 
Werden. Auch handeisQbliche Reversed-phase- Materia- 
lien Uchroprep"* RP-13) sowie aktivierte Affinitatsad- 
sorbentien, wie zum Beispiel hydrophile Acryl-Copoly- 
merisate (Eupergit®-C) konnen eingesetzt werden. 

Beispiel 4 

Plasmidpraparation aus Escherichia coli mit Hilfe von 
mit lonenaustauscher beschichteten Mikrozentrifugen- 
rohrchen (Ejipendorf-ReaktionsgcfSBen) nach Beispiel 
1, wobei das in der deutschen Patentanmeldung P 
36 39 9493 vorgeschlagene lonenaustauschermaterial 
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verwendetwird: 

Der BakterienaufschluB erfolgt nach der "Alkaline Lysis 
Method* (siehe Maniatis et aL 1982, Cold Spring Harbor 
Laboratory, ISBN 0-87 969-136-0, New York). Anstelle 
der Phenolisierung wird jedoch der Oberstand auf 1 M 5 
Natriumchlorid und 50 mM Natriumacetat pK 7 einge- 
stellt und in ein ReaktionsgefaB gegeben, wobei das 
ReaktionsgefaB gemaG Beispielen 1 bis 3 mit dem 
Ionenaustauscher bekannt aus der deutschen Patentan- 
meldung P 36 39 949-3 beschichtet wurde. 10 

Nach 15 Minuten wird die Losung dekantiert, das 
ReaktionsgefaB mit 2 x je 1 ml der angegebenen Puf- 
fer losung gewaschen und dann 15 Minuten bei Raum- 
temperatur mit 2 x 100 pi Elutionspuffer (1,5 M Natri- 
umchlorid, 50 mM Natrium-Ace tat pH 7, 15% Ethanol) 15 
eluiert Das Eluat wird mit 25 ul Wasser und 80 ul Iso- 
propanol versetzt, 20 Minuten bei — 70° C inkubiert und 
anschlieBend abzentrifugiert. Die so isolierte Plasmid- 
DNS ist in der Reinheit mit durch Hochdruckflussig- 
keitschromatographie gereinigten DNS-Proben ver- 20 
gleichbar. Sie kann erfolgreich enzymatischen Behand- 
lungen unterworfen werden. 

Beispiel 5 

25 

Isolierung Iangkettiger, chromosomaler DNS aus Ge- 
webe mit Hilfe von mit lonenaustauschern Mikrozentri- 
fugenrohrchen beschichteten (Eppendorf-Reaktionsge- 
faBen) nach Beispiel 1, wobei der Ionenaustauscher in 
der deutschen Patentanmeldung P 36 39^493 vorge- 30 
schlagen wird: 

Fur den ZellaufschluB eukaryotischer Zeilen existiersn 
verschiedene Methoden (vgL Maniatis et aL 1982, Cold 
Spring Harbor Laboratory. ISBN 0-87 969-136-0. New 
York). 35 

Sobald die Zellen lysiert sind, wird das von storenden 
Bestandteilen befreite Lysat (cleared lysate) auf 1 M 
Natriumchlorid und 50 mM Natriumacetat pH 7 einge- 
stellt und anschlieBend, wie in Beispiel 4 beschrieben, 
behandelt Es konnen auf diese Weise extrem groBe 40 
DNS-Fragmente (50 bis 1000 kb) isoliert werden. Bei 
alien anderen Methoden. die zur Reinigung und Isolie- 
rung von DNS bekannt sind, wie Saulenchromatogra- 
phie und phenolischer AufschluB, kommi es aufgrund 
starker Scherkrafte zur Fragmentierung der Nuklein- 45 
sauren Werden die nach BeispiH 1 hergestellten erfin- 
dungsgema3en Mittel eingesetzt, unterliegen die Mcle- 
kQle nurschwachen Diffusionskraften und nur geringfu- 
gigen Scherkraften. 

DarOber hinaus brwirkt die rein oberflachliche Ad- 50 
sorption eine zusatzliche Stabilisierung der langen Mo- 
lekule. deren L5nge 1 um bis 3000 jtm betragen kann. 

Beispiel 6 

55 

Isolierung von Nukleinsauren (BNYV- Virus) aus 
stark verschmutzten Quellen. zum Beispiel Erde. mit 
Hilfe von mit Ionenaustauscher beschichteten 50 ml- 
Falcon-ReaktionsgefiiQen (ReaktionsgefaOe nach Bei- 
spiel 1 mit Ionenaustauscher versehen), die wie folgt 60 
durchgefOhrt wird: 

Etwa 10 g Erde werden mil 10 ml 40 mM TRIS-Puffer, 
pH 7,5, 20 mM Natrium-Acetat und 1 mM EDTA sowie 
mit 10 ml wasser-gesattigtem Phenol versetzt und 2 Mi- 
nuten mit Ultraschall behandelt. AnschlieDend werden 65 
800 pi 25%iges Triton® X-100 und 10 ml ChlorofGrm 
Eugesetzt und nach Mischcn 10 Minuten bei 3500 g zen- 
trifugierL Der waQrige Oberstand wird mit 10 ml Chlo- 
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1 : - 6 
rofonn versetzt und lerneut 10 Minuten bei 3500 g zen- 
trifugiert. Die waBrige Phase wird nun auf 300 mM Na- 
triumchlorid eingestellt und die beschichteten Reak- 
tionsgefaBe gegeben. 

Die Bindung von Nukleinsauren erfolgt wahrend 40 
Minuten bei 40° C AnschlieBend wird der Oberstand 
dekantiert und verworfen und das ReaktionsgefaB 2 x 
mit wassergesattigtem Phenol und 2 x mit 50 ml 03 M 
Natriumchlorid gewaschen. Die Elution erfolgt 10 Mi- 
nuten bei 1,5 M Natriumchlorid, 50 mM Natrium-Acetat 
pH 7 und 15% EthanoL Das Eluat wird durch 1 VoL 
Wasser und 20 ml Isopropanol 30 Minuten bei — 20° C 
gefalit und abzentrifugiert Darauf folgende Gelelektro- 
phorese und DOT-BLOT-Analysen belegen eine we- 
sentlich hohere Probenreinheit als es mit anderen Ver- 
fahren, wie zum Beispiel der Saulenchromatographie, 
erreichbar ist. 

Beispiel 7 

Immobilisierung von Protein und Reinigung von 
Human lmmungiobuiinen (igG) mit Protein A-Ainni- 
tatsadsorption: 

Ein mit aktiviertem Silicagel beschichtetes Mikrozentri- 
fugenrohrchen (Eppendorf-ReaktionsgefaO) wird mit 
500 ,J 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8.0, gefuilt und 
1 mg Protein A (aus Staphylococcus aureus oder rekom- 
binantes Protein A) geldst in 100 uJ 0,1 M Natrium- 
phosphat-Puffer, pH 8,0, zugegeben. Die Suspension 
wird 4 Stunden bei4°Cgeschuttelt,um rine hohe Immo- 
bilisierung von Protein A zu gewahrleisten. N2ch der 
Reaktion wird das nicht immobilisierte Protein A pipet- 
tiert und das Mikrozentrifugenrohrchen (Eppendorf- 
ReaktionsgefaB) 2 x mit je 500 ul 0,1 molar Natrium- 
phosphatpuffer. pH 8,0. gewaschen. Die nicht reagierten 
aktiven Gruppen werden blockiert durch zweisttindiges 
Schutteln mit 250 ul 0,05 M Mercaptoethanol in 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 8,0. Nach der Blockierungs- 
reaktion wird das Produkt 5 x mit 500 ul 0,1 molar 
Natriumphosphatpuffer pH 7,0 gewaschen. Das mit 
Protein A beschichtete Mikrozentrifugenrohrchen (Ep- 
pendorf- ReaktionsgefaB) wird mit 1 ml 0.1 M Natrium- 
phosphatpuffer, pH 7,0, und 1 ml 0,05 M Natriumcitrat- 
puffer, pH 3,0. gewaschen und 2 x mit 1 ml 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, aquilibriert Die IgG- 
Probe. bestehend aus 1 mg rohem human IgG, wird in 
500 u.1 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, gel&st. in 
das mit Protein A beschichtete Mikrozentrifugenr6hr- 
chen (Eppendorf-ReaktionsgefaO) pipettiert und 30 Mi- 
nuten bei 10°C geschuttelt und adsorbiert Verunreini- 
gungen mit anderen Proteinen und unspezifisch gebun- 
denes IgG werden durch dreimaliges Waschen mit 500 
ul 0,1 M Natriumphcsphatpuffer. pH 7,0, ausgewaschen 
u: j das spezifisch gebundenc human IgG mit 2 x 100 ul 
0,05 M Citratpuffer. pH 3.0, eluiert 

Die Bindeka^azitat von mit Protein A beschichteten 
Mikrozentrifugenrohrchen (Eppendorf-ReaktionsgtfS- 
Ben) wurde zu je 200 \ig IgG bestimmt 

Beispiel 8 

Immobilisierung von Maus anti-human IgG und Rei- 
nigung von Human lmmungiobuiinen (IgG) mit Maus 
anti-human IgG-Affinitatsadsorption: 
Ein mit aktiviertpm Silicagel beschichtetes Mikrozentri- 
fugenrohrchen (Eppendorf-ReaktionsgefaO) wird mit 
500 \i\ 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8,0, gefQIlt und 
1 mg Maus anti-human IgG gelost in 100 ul 0,1 M Natri- 
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umphosphatpuffer, pH 8,0, zugegeben. Die Suspension 
wird 4 Stunden bei 4°C geschuttelt, urn einen hohen 
Immobilisierungsgrad von Maus anti-human IgG zu ge- 
wahrleisten. 

Nach dcr Reaktion wird das nicht irnmobilisierte 
Maus anti-human IgG pipettiert und das Mikrozentrifu- 
genrohrchen (Eppendorf-ReaktionsgefaB) 2 x mit je 
500 ul 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8,0, gewa- 
schen. Die nicht abreagierten, aktiven Gruppen werden 
blockiert durch zweistOndiges Schfltteln mit 250 u.1 0,05 
M Mercaptoethanol in 0,1 M Natriumphosphatpuffer. 
pH 8,0. 

Nach der Blockierungsreaktion wird das Produkt 5 x 
mit 500 0,1 M Natriumphospatpuffer, pH 7,0, gewa- 
schen. 

Das mit Maus anti-human IgG beschichtete Mikro- 
zentrifugenrahrchen (Eppendorf-Reaktionsgefafl) wird 
mit 1 ml 0.1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 und 1 ml 
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u.ud pa rMatnumcitraipuiier. pn o,v, gcwa^itcu unu « ^ 
mit je 1 mio.i M Natriumphosphatpufrer.pH 7,0.aquni- 20 
brierL 

Die IgG- Probe, bestehend aus 1 mg rohem human 
IgG, wurde in 500 ul 0,1 M Natriumphosphatpuffer. pH 
7.0, gelost. in das mit Maus anti-human IgG eschichteic 
Mikrozentrifugcnrohrchcn (Eppendorf-Reaktionsge- 25 
faO) pipettiert und 30 Minuten bei 4°C geschilttell und 
adsorbiert. 

Verunreinigungen mit anderen Proteinen und unspe- 
ziflsch gebundenes IgG werden durch dreimaliges Wa- 
schen mit je 500 |xl 0.1 M Natriumphosphatpuffer. pH 20 
7,0, ausgewaschen und das spezifisch gebundene human 
IgG mil 2 x je 100 u1 0.05 MCitratpuffer.pH 3,0, eluiert. 
Die Binriekapazitat von einem mit Maus anti-human 
IgG beschichteten Mtkrozentrifugenrohrchen (Eppen- 
dorf-ReaktionsgefaB) wurde zu 50 ug IgG bestimmt 15 

Beispiel 9 

Nukleinsauren konnen in adsorbiertem Zustand, ins- 
besondere gebunden an Ionenaustauscher, vorgeschla- 40 
gen in der deutschen Patentanmeldung P 36 39 949 J der 
Anmelderia Fractogel TSK DEAE-650 und DE-52 Cel- 
lulose, nach den bekannten Verfahrensweiscn (siehe 
Maniatis et al. 1982, Cold Spring Harbor Laboratory, 
IS BN-0-87 969-136-0. New York) enzymausch behan- 45 
delt werden. Vor Zugabe des Enzyms empfiehlt sich die 
Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA). 3 u,g Plasmid, 
zum Beispiel pBR 322, die nach der oben beschriebenen 
Plasmid praparationsmethodik isoliert worden sind und 
an einen Anionenaustauscher wie DE-52 Cellulose ge- 50 
bunden sind. oerden mit Eco R 1 endonukleolytisch 
gespalten. Hierzu wird zunachst eine Rinderserumalbu- 
min-Losimg (2 mg/ml Eco RI Puffer) in das Reakiions- 
gefaB gegeben. Nach 10 Minuten wird diese Losung 
dekantiert und verworfen. Mit 3 Einheiten Eco R 1 wird 55 
nun 30 Minuten in 100 mM Natriumchlorid, 50 mM 
TRIS, pH 75, 10 mM Magnesiumchlorid und t mM Dit- 
hiothreitol verdauL Etwa 90 bis 95% der gesamten Plas- 
mid-Spaltstellen ist umgesetzt, wie sich nach Elution mit 
anschlieBender Gelelektrophorese nachweisen lafiL eo 



c) einem Material, das die Biopolymeren rever- 
sibel adsorbiert 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der die Klebstoffschicht bildende Klebstoff ein 
thcfmoplastischer Klebstoff isL 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn* 
zeichheu daO der flSchenhafle teste Trager aus or* 
ganischem und/ oder anorganischem Material be- 
steht 

4. Mittel nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnct, daB die Oberflachc des die Biopo- 
lymeren adsorbierenden Materials durch lonenaus* 
tauschergruppen oder Affinitatsliganden modifi- 
ziert ist. 

5. Mittel nach einem der AnsprOche 1 bis 4. dadurch 
gekennzeichnet, daB die OberflSche des die Biopo- 
lymeren adsorbierenden Materials mit Chclatbild- 
nern modinziert ist. 

£ Verfahren iur HsrstcUung eines Miitcls inch ci* 
nern der AnsprOche 1 bis 5, dsdurch gckennzeich- 
net. daB auf einen festen Trager eine Schicht aus 
thermoplastischem Klebstoff aufgebracht wird. 
wonach das Material, das die Biopolymeren adsor- 
biert, auf die Klebstoffschicht aufgetragen und bet 
erhohter Temperatur behandelt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daD der feste fiachenhafte Trager ein ein- 
sciiig oder zweiseitig offener Behalter ist und 

a) der Klebstoff in organischen Ldsungsmit- 
teln suspendiert aufgebracht. 

b) das Losungsmittei abdekantiert und nach 
Verdampfen des restUshen Losungsmittels, 

c) das Adsorbens eingefOllt und dann bei 60 bis 
180°G vorzugsweise 70 bis 120°C behandelt 
wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daD der fiachenhafte Trager eine Folie ist 
und 

a) der Klebstoff mit einer Roll- oder Schlitzra- 
kel aufgebracht. 

b) mit dem Adsorbens beschichtet und dann 

c) bei 60 bis 180°C, vorzugsweise 70 bis 120°C 
behandelt wird. 

9. Verwendung des Mittels gemaB einem der An- 
spruche I bis 5 zur Adsorption, Trennung, Rei'ni- 
gung und/oder Isolierung von Biopolymeren. 

10. Verwendung des Mittels gemaB einem der An- 
sprOche 1 bis 5 zur chemischen Modifizierung von 
Biopolymeren. 

1 U Verwendung des Mittels gemaB einem der An- 
sprOche 1 bis 5, wobei das die Biopolymerc, adsor- 
bierende Material seinerseits ein am festen flach en- 
haft en Trager immobOisiertes Biopolymeres ist, 
welches zu einem weiteren Biopolymeren eineAffi- 
nitatbesitzL 



Paten tarop ruche 

1. Mittel zurselekriven Adsorption von Biopolyme- 
ren aus einem Gemisch von Biopolymeren an ein 65 
tragergebundenes Material, bestehend aus 

a) einem flachenhaften festen Trager, 

b) einer Klebstoffschicht und 



